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豇豆重花叶病毒检疫鉴定方法

1 范围

本标准规定了豇豆重花叶病毒检疫鉴定的血清学、生物学和分子检测方法。
本标准适用于可能携带有豇豆重花叶病毒的植物繁殖材料(种子、植株)和产品的检疫鉴定。

2 仪器设备和主要试剂

2.1 仪器设备

PCR仪、定量PCR仪、灭菌锅、制冰机、超低温冰箱、常规冰箱、旋涡震荡器、电泳仪、凝胶成像系

统、微量研磨仪、酶标仪、洗板机、微量天平(感量:0.001g)、水平电泳槽、高速冷冻台式离心机、水浴槽、

pH计、移液器(1000μL、200μL、20μL、2μL)、96孔酶标板、研钵等;防虫温室。

2.2 主要试剂

除另有规定外,所有试剂均为分析纯。PCR缓冲液、dNTPs(dATP、dTTP、dCTP、dGTP)、DNA
聚合酶、引物和探针、琼脂,酶联检测试剂见附录B。

3 检测样品的制备

3.1 种子

挑取畸形种子播于灭菌土中,待长出3片~4片叶后,将表现症状的植株编号,未表现症状的植株

分组(10株为1组)并编号。采集的叶片分成2份,根据需要分别用于酶联测定和分子检测。

3.2 植株

有症状(如叶片畸形、花叶、斑驳等)的植株编号单独检测。没有症状的分组并编号检测,分组方法

和检测方法同3.1。双抗体夹心酶联免疫吸附测定。

4 检测与鉴定

4.1 双抗体夹心酶联免疫吸附测定

把制备的样品上清液加入已包被CPSMV抗体的酶联板中,进行DAS-ELISA。每个样品平行加到

两个孔中。设阴性对照和阳性对照[健康的植物组织作阴性对照,感染了CPSMV的植物组织作阳性对

照,其中阴性对照种类和材料(如种子或叶片)应尽量与检测样品一致],样品提取缓冲液作空白对照,不
同的检测试剂或试剂盒按说明操作。具体操作见附录B。

4.2 RT-PCR

分别提取样品和对照的总RNA,反转录合成cDNA后,进行PCR扩增。健康的植物组织作阴性对

照,感染CPSMV的植物组织作阳性对照,用超纯水作空白对照。具体操作见附录C。
1

GB/T31805—2015




